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摘 要 :花粉 类 受 体 蛋 白 激酶 (pollen receptor like kinase, PRK) 是 一 类 富 LRR 结构 域 的 类 
受 体 蛋 白 激 酶 ， 不 仅 在 花粉 发 育 和 植物 受精 中 发 挥 作 用 ， 也 在 胁迫 响应 中 发 挥 作用 。 基 于 
对 前 期 花生 根 尖 铝 胁 人 迫 转 录 组 数据 的 分 析 ， 我 们 发 现 了 在 转录 水 平 响应 铝 胁迫 的 花粉 类 受 
体 蛋 白 激酶 基因 4hPRK4， 为 探究 ARPRKA 在 花生 铝 胁迫 中 的 功能 ， 该 文 进一步 分 析 了 铅 
胁迫 处 理 下 4hPRK4 在 花生 耐 铝 品 种 ‘99-1507? 和 铝 敏 感 品种 ‘中 花 2 号 : CZH2)0 根 尖 中 的 
转录 变化 ， 通 过 序列 分 析 、 进 化 树 构建 等 分 析 了 AhPRK4 的 蛋白 结构 特点 和 亲缘 关系 ， 克 
隆 了 4hPRK4 的 胞 内 域 序列 (AhPRK4-CD) ， 并 通过 原核 表达 和 体外 磷酸 化 体系 分 析 了 
AhPRK4-CD 的 自 磷酸 化 活性 。 结 果 表 明 : (1) 不 同 铝 处 理 时 间 及 不 同 铝 浓度 处 理 后 ， 
AhPRKA 的 转录 水 平 上 调 ， 显 著 响应 铝 处 理 ， 是 铝 诱导 基因 (2) AhPRK4 含有 673 个 氮 
基 酸 ， 属 于 LRR- 蛋白 激酶 家 族 成 员 ， 具 跨 膜 域 和 信号 肽 ， 且 预测 具有 磷酸 化 活性 位 点 ; 
G) 体外 诱导 表达 出 约 71 kD 的 可 溶性 蛋白 〈GST-AhPRK4-CD ) ， 经 凝 胶 亲 和 层 析 纯化 ， 
得 到 基于 蛋白 印迹 实验 (Wester Blot) 验证 正确 的 重组 蛋白 ， 重 组 蛋白 可 发 生 磷 酸化 修饰 ， 
但 无 明显 的 自 磷酸 化 现象 。 综 上 认为 ，4hPRK4 是 一 个 铝 胁迫 应 答 基 因 ， 参 与 花生 铝 胁迫 
早期 应 答 机 制 ， 且 能 发 生 磷酸 化 修饰 。 
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Abstract: The pollen receptor like kinase (PRK) family, an LRR receptor-like protein kinase, not 
only played a role in pollen development and fertilization, but also played a role in stress response. 
Based on the analysis of transcriptome data that generated in our previous study, we found that 
AhPRKA was an aluminum-responsive gene. To explore the role of AAPRKA in response to AI 
stress, we analyzed the expression of AhPRKA4 by qRT-PCR in ‘ZH?’ (Al-sensitive) and “99-1507’ 
(Al-tolerant), clarified the protein structure and genetic relationship of AhPRK4 by sequence 


analysis, phylogenetic tress construction and other genetic analysis, constructed the recombinant 
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plasmid by homologous recombination, obtained the intracellular domain recombinant protein of 
AhPRKA by prokaryotic expression technology and determined the activity of the recombinant 
protein by incubation with phosphorylated antibodys. The results were as follows: (1) The 
transcription level of AhPRKA was up-regulated after different aluminum treatment times and 
different aluminum concentrations, indicating that A4hPRKA4 was an aluminum inducible gene; (2) 
The AhPRKA protein had 673 amino acids with transmembrane domain, signal peptide and 
phosphorylation active sites, belonging to the LRR-III protein kinase family; (3) The GST- 
AhPRKA4-CD recombinant protein was induced in vitro and verified by Western Blot. And the 
recombinant protein had phosphorylated on both serine/threonine and tyrosine residues, but had 
no significant auto-phosphorylation activity. In conclusion, AhPRKA was an Al responsive gene, 
which participated in the regulation of short-term Al stress and was phosphorylated in vitro. 
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花生 (hrachis hypogaea) 是 我 国 重要 的 油料 和 经 济 作 物 ， 是 主要 的 食用 植物 油 来 源 。 
在 我 国 ， 花 生产 区 可 分 为 南方 产 区 和 北方 产 区 。 但 是 南方 地 区 的 土壤 多 为 酸性 土壤 ，pH 值 
在 4.5~6.0 之 间 ，Al2z0; 含 量 高 ， 交 换 性 Al* 占 阳离子 交换 量 的 20%~80%〈 李 庆 迷 ，1983) 。 
当 pH 低 于 5.0 时 ，Al 以 有 毒 的 形态 存在 来 引起 作物 毒害 ， 故 酸雨 和 铝 毒 被 认为 是 南方 
区 农作物 生长 重要 的 限制 因子 之 一 《〈 李 学 垣 等 ，1995) 。 在 我 国 ， 南 方 产 区 花生 产量 低 了 
全 国平 均 水 平 ， 与 北方 产 区 相 比 仍然 存在 较 大 的 差距 (和 鲁 清 等 ，2017) ， 故 通过 阐明 花生 
受 铝 毒 害 的 机 制 ， 进 而 选 育 耐 铝 性 品种 来 提高 南方 花生 生产 力 愈 发 重要 。 研 究 表明 花生 受 
铝 毒害 的 部 位 主要 是 根 尖 ， 表 现 为 根系 生长 受 抑制 、 线 粒 体 功 能 受 损 、ROS 进发 以 及 发 生 
细胞 程序 性 死亡 等 ( 詹 洁 等 ，2008; 徐 芬 芬 等 ，2014; Huangetal,2014) 。 花 生 响 应 铝 毒 
害 的 机 制 主 要 包括 外 部 排斥 和 内 部 耐 受 两 种 ， 这 两 种 机 制 中 需要 众多 成 员 参 与 来 传递 信号 ， 
发 挥 功能 ， 最 终 使 得 花生 响应 铝 毒 害 。 

类 受 体 蛋白 激酶 Creceptor-like protein kinases, RLKs) 是 一 种 由 胞 外 域 接收 信号 ， 后 i 
过 激酶 域 传递 和 激活 下 游 信 号 通路 完成 胞 内 外 信和 号 转 导 的 酶 活性 受 体 〈 马 媛 媛 等 ，2005) ， 
植物 中 广泛 存在 ， 并 可 分 为 多 个 家 族 (Shiu & Bleecker, 2001a, b) ， 参 与 众多 生长 代谢 
过 程 的 调控 ， 如 参与 植物 的 生长 发 育 进程 (Nibau & Cheung, 2011) 、 植 物 对 病虫害 防御 应 
答 (Yang & Ramonell, 2012) 和 植物 抵抗 非 生物 胁迫 (Osakabe et al., 2010) 等 。PRKs 蛋白 
是 一 类 富 含 亮 氮 酸 重复 序列 (CRR) 的 RLK 蛋白 (Duckney et al, 2017) ， 首 个 PRK 激酶 
是 在 矮 牵 牛 中 被 发 现 ， 命 名 为 PRK1， 特 异性 分 布 在 花粉 中 ， 并 在 减 数 分 裂 中 发 挥 作用 
(Mu et al., 1994) 。 拟 南 芥 中 的 6 个 PRK 成 员 也 在 花粉 中 高 表达 ， 并 命名 为 4tPRK1-6 
(Chang et al., 2013) 。 研 究 发 现 ，PRKs EEM ERA (Chang et al., 2013; Duckney et al., 
2017) 、 信 号 转 导 (Huang et al., 2014) 和 细胞 死亡 CWrzaczek et al., 2014) 等 方面 发 挥 了 
重要 的 调控 作用 ， 但 关于 PRKs 在 胁迫 中 功能 的 研究 很 少 ， 仅 在 拟 南 芥 的 低 水 势 胁迫 下 三 
JU AI: 相 较 于 野生 型 ， 突 变 体 prkl 会 积累 更 多 的 且 氨 酸 来 响应 胁迫 〈Verslues et al., 
2014) , ifj PRKs 在 铝 胁迫 下 是 否 有 响应 还 未 见报 道 。 

RLKs 通过 磷酸 化 作用 传递 信号 进而 响应 胁迫 。 在 冷 胁迫 下 ， 激 酶 OST1 COPEN 
STOMATA 1) 活性 被 激活 ， 磷 酸化 ICE1 (Inducer of CBF expression 1) 来 增加 该 转录 因子 
的 和 蛋白 稳定 性 和 转录 活性 ， 进 而 增强 拟 南 芥 对 低温 的 抵抗 能 力 (Ding et al., 2015) 。 
CIPK26 (CBL-interacting protein kinase 26) Ej RBOHF (respiratory burst oxidase homolog F) 
的 NN 端 存在 相互 作用 ， 并 且 可 磷酸 化 RBOHF 来 刺激 ROS 产生 ， 进 而 影响 RBOHF 在 植物 
胁迫 应 答 中 的 调控 (Drerup et al., 2013) 。SOBIR1 (Suppressorn of BIR1-1) 激酶 依赖 于 其 
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蛋白 浓度 发 生 自 磷酸 化 ， 其 529 位 的 苏 氨 酸 以 及 B3-aC 环 结构 对 磷酸 化 至 关 重 要 ， 并 影响 
SOBIR1 对 烟草 细胞 死亡 的 调控 (Wei et al., 2022) 。 拟 南 芥 CPK28 (calcium-dependent 
protein kinase 28) 可 响应 拟 南 芥 Ca** 信 号 路 径 参 与 免疫 反应 和 生长 发 育 调控 ,研究 发 现 
CPK28 有 具 自 磷酸 化 活性 ， 并 随 着 Ca** 浓 度 增加 而 活性 增强 ， 其 中 第 318 位 丝氨酸 是 关键 活 
性 位 点 ， 尽 管 该 位 点 突变 不 会 影响 CPK28 调控 营养 生长 和 生殖 生长 时 期 的 转换 ， 却 会 对 
AtPepl 引发 的 氧化 应 激 表现 高 敏 性 状 ， 同 时 对 丁香 假 单 胞 菌 具有 更 强 的 抵抗 力 (Bredow et 
al., 2021) 。 这 些 研究 表明 RLKs 的 磷酸 化 活性 与 这 些 和 蛋白 在 植物 胁迫 应 答 中 的 作用 密切 相 
Ko 
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通过 对 实验 室 已 有 转录 组 数据 的 挖掘 Xiao et al., 2021) ， 我 们 发 现 花粉 类 受 体 蛋白 
激酶 基因 ARPRKA 转录 受 铝 胁 迫 处 理 的 诱导 ， 并 且 在 不 同 花 生 铝 耐 性 品种 中 有 着 不 同 的 响 
应 模式 ， 上 暗示 其 参与 花生 铝 胁迫 响应 过 程 。 本 研究 以 4hPRK4 的 铝 胁迫 响应 模式 和 和 蛋白 活 
性 为 研究 内 容 ， 采 用 人 AhPRK4 在 花生 耐 铝 
品种 ‘99-1507’ 和 铝 敏感 品种 “中 花 2 号 (‘ZH2’〉 的 转录 变化 ， 对 4hPRK4 胞 内 域 进行 克隆 ， 
并 开展 了 原核 表达 分 析 ， 通 过 磷酸 化 抗体 对 其 自 磷 酸化 活性 进行 了 检测 ， 拟 探讨 以 下 间 题 : 
(D 4hPRK4 的 铝 响 应 模式 ;，(2) AhPRK4 胞 内 域 的 磷酸 化 状态 ;为 后 续 在 蛋白 质 水 了 
上 探究 AhPRK4 蛋白 的 生化 功能 以 及 在 铝 胁 迫 下 的 作用 机 制 莫 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

供 试 花生 品种 由 中 国 农业 科学 院 油 料 作物 研究 所 提供 ， 并 经 实验 室 早期 筛选 鉴定 出 的 
铝 敏感 品种 "中 花 2 号 (‘ZH2’)〉 和 耐 铝 品 种 ‘99-1507* (人 詹 洁 等 ，2008) 。 花 生 种 子 经 湿润 
珍珠 岩 催芽 3d 后 ， 去 除 花 生 种 皮 并 抬 除 约 1 cm 的 主根 根 尖 ， 在 26 °C 条 件 下 将 材料 置 于 
改良 的 Hoagland 营养 液 中 培养 至 第 三 片 真 叶 长 出 ， 转 移 花 生 幼 苗 至 100 umol L! CaCb 溶 
Wi (pH 4.2) 中 培养 24h， 后 做 以 下 两 种 处 理 : 一 是 用 100 umol L^ ACh 溶液 〈 含 100 
umol-L' CaCb, pH 42) 分 别处 理 花 生 幼 苗 4、8、12、24 h; 二 是 用 不 同 浓度 的 AICIS TR 
液 C50, 100, 200, 400 hmol:L231) 分 别处 理 花 生 幼 苗 4h 和 8h。 以 上 两 种 处 理 均 以 改良 的 
Hoagland 营养 液 处 理 作 为 对 照 ， 取 约 1 cm 的 根 尖 作为 试验 材料 。 
1.2 RNA 提取 

RNA 提取 参照 植物 总 RNA 提取 试剂 盒 (Promega) 方法 进行 ， 后 参照 反 转 录 试 剂 盒 
(Takara) 方法 进行 RNA 反 转 录 ， 获 得 cDNA. 
13 AhPRK4 在 铝 胁迫 下 表达 量 检测 

根据 ARPRKA 基因 CDS (Coding sequence) 序列 设计 殉 光 定量 PCR 检测 引物 ( 表 1) ， 
参照 TB Green Premix Ex Tap II M (Takara) WIH, wE qRT-PCR 反应 体系 和 程序 ， 以 
VBO10R 为 内 参 ， 采 用 2 ”ct 法 进行 基因 相对 表达 量 的 分 析 。 
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表 1 引物 序列 
Table 1 Primer sequence 
引物 名 称 引物 序列 (5'-3') 用 途 
Primer name Primer sequence (5'-3') Purpose 
AhPRKA-F1 GATGCATTCGTCGGCATGAG 荧光 定量 (qRT-PCR) 
AhPRK4-R1 GCTAGGAATATGGCCGCTGA 
UBQ10R-F CGCACACTCGCTGACTACAAC 
UBQ10R-R CACGGAGACGGAGGACAAGG 
AhPRK4-F2 GAATTCGTTTCAAGTGATGAGGCCAAGAT 原核 表达 下划线 表示 酶 切 位 点 ) 


AhPRKA4-R2 CTCGAGAAGAGTTTCCGAATAAAAGGACAAG Prokaryotic expression (underline indicates 
enzyme digestion site) 


14 生物 信息 学 分 析 

利用 在 线 网 站 ProtParam tool 预测 AhPRK4 的 分 子 量 、 等 电 点 等 理化 性 质 ， 通 过 WoLF 
PSORT 来 预测 其 亚 细 胞 定位 ， 通 过 NCBI 比 对 获得 其 他 物种 对 应 的 基因 序列 ， 利 用 MEGA 
7.0 构建 进化 树 ， 并 在 软件 DNAMAN 进行 多 序列 比 对 ， 同 时 通过 NCBI Conserved Domain 
预测 AhPRK4 蛋白 的 保守 结构 域 。 对 于 目的 蛋白 的 跨 膜 域 以 及 信号 肽 分 析 分 别 通 过 在 线 网 
站 TMHMM2.0 和 SignalP 4.1 server 完成 ， 同 时 对 AhPRK4 的 磷酸 化 位 点 以 及 互 作 蛋白 进行 
了 预测 ， 磷 酸化 预测 软件 为 iGPS1.0， 互 作 和 蛋白 预测 网 站 为 STRING。4HnPRK4 启动 子 元 件 
预测 于 PlantCARE 在 线 网 站 进行 ， 以 上 在 线 网 站 有 具体 信息 见 表 2. 

表 2 生物 信息 学 分 析 使 用 的 网 站 


Table 2 Websites for bioinformatics analysis 


网 站 网 址 

Website Web site 
ProtParam tool https://web.expasy.org/protparam/ 
WoLF PSORT https://wolfpsort.hgc.jp/ 
NCBI CD https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi 
TMHMM2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/'TMHMM/ 
SignalP 4.1 server http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4. 1/ 
STRING https://stringdb.org/cgi/input.pl?sessionld-K 7gDcPsKo9EO 

&input page active form-single sequence 

PlantCARE http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ 


1.5 AhPRKA 激酶 域 克隆 和 原核 表达 载体 构建 

从 NCBI 上 搜索 得 到 ARPRKA 的 基因 序列 ， 运 用 软件 PrimerPremierS 设计 激酶 域 克 隆 
引物 〈 表 1) o UZH2' {RR cDNA 为 模板 ， 克 隆 获 得 ARPRKA 的 胞 内 激酶 域 ， 参 照 
ClonExpressll One Cloning Kit 试剂 盒 方法 连接 4hPRK4-CD 至 pGEX-6p-1 载体 〈 双 酶 切 位 
点 为 EcoRI 和 Xhol) ， 热 激 转 化 至 DH5a， 将 经 过 测序 验证 正确 的 阳性 克隆 菌株 提取 质粒 
(AhPRK4-CD-pGEX-6p-1)。 
1.6 AhPRK4 蛋白 的 原核 表达 和 纯化 

将 4hPRK4-CD-pGEX-6p-1 重组 质粒 转化 至 Rosetta 感受 态 细胞 ，37 °C 培养 至 
ODaoo=0.6~0.8， 加 入 终 浓 度 为 0.5 mmol L! If] 5 Vj Æ -8-D- i [VP LEE CIPTGO ， 在 
16 °C 下 诱导 GST-AhPRK4-CD 蛋白 表达 ， 经 SDS-PAGE 电泳 检 测 蛋 白 的 表达 情况 。 参 考 
Glutathione Sepharose 4B 填料 (GE 公司 ) 说 明 纯 化 AhPRK4-CD 重组 和 蛋白， 并 进行 
Western Blot 验证 。 
1.7 GST-AhPRK4-CD 自 磷酸 化 检测 

加 0.5 ug 的 GSTAhPRK4-CD 蛋白 到 100 uL PBS 磷酸 缓冲 液 ( 售 25 mmol L" Tris-HCl, 
pH 7.5, 10 mmol-L! MgCl, 10 mmol:L-! MnCb, 1 mmol:L1 DTT, 1x 蛋白酶 抑制 剂 和 1 
mg:mL' ATP) 中 ， 以 不 加 ATP 为 对 照 组， 混合 液 于 28 C FÜEEP 10min, Jf T 100*C FH 
fi 10 min 变性 ， 后 取 30 uL 样品 经 12% SDS-PAGE 分 离 ， 并 转 膜 依次 用 免 抗 的 酷 氨 酸 磷酸 
化 抗体 〈Cell Signaling AFJ) ， 苏 氨 酸 磷酸 化 抗体 CCell Signaling 公司 ) 以 及 鼠 抗 的 GST 
抗体 〈 康 为 世纪 公司 ) 孵育 并 化 学 显 色 ， 根 据 对 照 组 和 处 理 组 条 带 差 异 判 断 磷 酸化 及 激酶 
活性 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 AhPRK4 在 不 同 铝 处 理 时 间 、 浓 度 下 的 表达 

由 图 1: A 可 知 ，‘ZH2’ 和 “99-1507’ 经 Al 处 理 不 同时 间 后 ， 与 对 照相 比 ，A4hPRK4 的 表 
达 量 均 上 升 ， 但 两 个 花生 品种 中 4hPRK4 的 表达 趋势 有 所 差异 ，‘ZH2’ 中 ，AhPRK4 TE 4h 
的 表达 量 最 高 ，8 h 的 表达 量 最 低 ， 随 后 表达 量 则 一 直 增 加 。“99-1507’ 中 ，AhPRK4 表达 量 
则 先 增加 后 降低 ， 在 12h 则 达到 最 高 。 由 图 1: B，C 可 知 ， 在 经 不 同 铝 浓度 处 理 4h 和 8 
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种 中 ARPRKA 的 表达 量 随 着 处 理 浓 度 的 增加 同样 旺 先 增加 后 降低 


的 趋势 ， 且 在 不 同 铝 浓度 处 理 8h 时，A4hPRK4 在 耐 铝 性 品种 ‘99-1507’ 中 的 响应 比 敏感 性 品 


种 ‘ZH2’ 更 剧烈 。 综 上 ， 这 些 结果 表明 ARPRKA 是 铝 胁迫 啊 应 基因 。 


OZ 
ozm 口 ZB 条 e 
5 12 A , 目 99-1507 B as B 国 '99-1507 E . E 99-150 
- : : S b v | - b m S 
S6 z2 y I|« Bs : z 
z 3 a f 15 HO é E S 
LE i b i à cc T EE 
SENI Ns NI ERU aANNEETEREER 
= ,| 直面 B, ed. rM, TE HE. BH. AM,IM, E, » i. MH MEM E 
0 4 8 12 24 0 50 100 200 400 0 50 100 200 400 
铝 处 理 时 间 Aluminum treatment time (h) $A Rik Aluminum treatment concentration (umol-L-1) 铝 处 理 浓度 Aluminum treatment concentration (hmol 工 1) 
A. 100 hmol'L- Al 不 同 处 理 时 间 ， B. 不 同 浓度 铝 处 理 4h;，C. 不 同 浓度 铝 处 理 8h。 不 同 小 写字 母 代表 


0.05 水 平 上 存在 差异 。 


A. 100 nmol:L.-! AI for different treatment time; B. Different concentration of aluminum treatment for 4h; C. 


Treatment with different concentration of aluminum for 8 h. Different lowercase letters indicate significant 


differences at the 0.05 level. 


1 AhPRKA 在 馈 处 理 下 的 表达 分 析 


Fig.l Expression analysis of AAPRK4 under aluminum treatment 


2.2 AhPRKA 的 生物 信息 学 分 析 


2.2.1 AhPRK4 蛋白 理化 怡 


E 质 、 结 构 特征 及 亲缘 关系 的 分 析 


分 析 AhPRK4 (LOC 
长 为 2 022 bp， 编 码 673 


112718333) 的 序列 信息 可 知 ， 该 基因 CDS (coding sequence) 全 
个 氨基 酸 。 经 预测 该 蛋白 质 分 子 量 为 74.92 kD ， 理 论 等 电 点 为 


6.06; AhPRK4 EA N 端 具 多 个 亮 氮 酸 重复 结构 域 ，C 端 具 丝氨酸 / 苏 氨 酸 特异 性 重 白 激酶 


结构 域 ， 激 酶 域 含有 ATP 结合 位 点 ， 并 与 其 他 物种 PRK 成 员 的 激酶 域 具 较 高 的 同 源 性 


(图 2) ; AhPRK4 蛋白 含有 两 个 跨 膜 域 ， 属 于 膜 功 能 蛋白 。 因 此，AhPRK4 和 蛋白 属于 具有 
跨 膜 域 和 信号 肽 的 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 。 
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MAHERKHYCFIFFELFILISIVE. .. AFIS FE z b: x dj 81 
ETFVMLASNTASTKKLAF ITTFLIIVICEVTMVMSCEF E T ; 107 
-MEFMQARTLSVYNVMVELVCELIÉESTI II L é.. IR 3 86 

Ses »» -MAANVNGI SUN 


HKRAYYCIFI ii : : z 1 F NGL ENGI 79 

HBMBMLBCECLLI Ee T g MG... veg Eirg Tl 

.MEHEREYFCI. s IGNE s.ICS PLENMG| 75 
MLMGACRGFPAFAFRHGTKLNVGTTGVIALMLL LREKSS 3 HV] x INIR 120 
“MGAHAAEFVRAEPEETTTTTTLINLLNLNL F. L RSW n 111 


(BESNFCSNNECFTFCN TE ... 298 
PE ECSSCSCSSPE AIVLI t : 315 
BieTECCSEYIEHF A . 29 
KKKNCRMANNE R . 228 

190 

286 

280 

279 

357 

312 

412 

403 

388 

302 

252 

374 

366 

364 

456 

401 

529 

523 

508 

382 

332 

491 

483 

481 

516 

521 

629 

627 

609 

447 

407 

595 

587 

585 

694 

633 

ELE....SSGFSEWLLS....FYSETI 673 
TNDFAS. TTHNVFASRLICCECFGFAMNR i 679 
CEFDFYS.TYVSETPERSSKGESCESTSE 662 


红线 表示 跨 膜 域 ， 紫 框 表示 LRR 结构 域 ， 红 三 角 表 示 ATP 结合 位 点 /活性 位 点 ; 五 角 星 表示 活性 位 点 ; 
黑 线 表示 激酶 域 。Ah. 花生 ; At. 拟 南 芥 ，Ap. 非洲 相思 子 ; Mt. KRE: Vu. UD; Gm. 大 豆 ; Ca. 小 
果 咖 啡 ;Cs. 茶 。 蛋 白 序列 号 依次 为 XP 029145249.1 、AT3G20190.1、AIT5G35390.1 、AT5G20690.1、 
XP 027356884.1 . XP 039687740.1 、 XP 027905246.1 . XP 0035237232 、 XP 027124100.1 、 
XP 028090548.1。 下 同 。 


Red underline indicates predictable transmembrane domain; Purple frame indicates LRR; Red triangles indicate 


ATP binding site or active site; Pentagram indicate active site; Black underline indicates kinase domain. Ah. 

Arachis hypogae; At. Arabidopsis thaliana; Ap. Abrus precatorius, Mt. Medicago truncatula, Vu. Vigna 

unguiculata; Gm. Glycine max; Ca. Coffea arabica; Cs. Camellia sinensis; The accession number of protein 

sequence are as follows: XP 029145249.1, AT3G20190.1, AT5G35390.1, AT5G20690.1, XP 027356884.1, 

XP 039687740.1, XP 027905246.1, XP 003523723.2, XP 027124100.1, and XP 028090548.1. The same below. 
2 花生 与 其 他 物种 PRK 氨基 酸 序 列 比 对 


Fig.2 Comparison of PRK amino acid sequences between peanut and other Species 
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进化 树 构 建 结果 显示 AhPRKA 独立 成 一 个 分 支 ， 与 比 对 的 9 个 物种 之 间 有 较 大 的 差异 ; 
拟 南 芥 中 ，AhPRK4 与 AtPRK1 和 AtPRK4 有 较 高 的 同 源 性 〈 图 3) ; 进一步 查询 花生 
LRR-RLK 家 族 分 类 ，AhPRK4 属于 LRR-II 蛋白 激酶 家 族 (Wang et al., 2021) 。 经 预测 
AhPRK4 具 可 磷酸 化 的 氨基 酸 位 点 ， 包 括 丝氨酸 CSO MIAR CT) ， 故 AhPRK4 可 能 与 
AtPRKI 和 AtPRK4 具 相 近 的 功能 ， 可 能 发 生 磷 酸化 。 


AtPRK1 (AISG35390.1) 


54 


CsPRK4 (XP 028090548.1) 
CaPRK!1 (XP 027124100.1)5 
AtPRK4 CAT3G20190.1) 
MtPRKS (XP 039687740.1) 
VuPRK4 (XP 027905246.1) 
GmPRKS5 (XP 003523723.2) 
AhPRK4 (XP 029145249.1) 


AtPRK6 CAT5G20690.1) 


ApPRKS (XP 027356884.1) 


3 AhPRKA 进化 树 分 析 
Fig.3 Evolutionary tree analysis of AhPRK4 
2.2.3 AhPRKA 启动 子 分 析 和 互 作 蛋 白 预 测 
经 花生 基因 组 序列 提取 ， 得 到 ARPRKA 基因 ATG 前 长 2 000 bp 的 启动 子 序列 。 分 析 
启动 子 元 件 ， 结 果 表 明 : ARPRKA 的 启动 子 元 件 包 括 生 长 素 响 应 元 件 、ABA 响应 元 件 、 
MeJA 响应 元 件 等 激素 响应 元 件 、 光 调控 元 件 、 干 旱 胁 迫 响 应 元 件 和 60K 蛋白 结合 位 点 
(图 4: AO 。 以 拟 南 芥 数 据 库 为 筛选 基础 ， 筛 选 AhPRK4 的 相互 作用 和 蛋白， 发 现 AhPRK4 
可 与 多 个 蛋白 存在 互 作 ， 包 括 LMKI (leucine-rich repeat receptor-like kinase with 
extracellular malectin-like domain 1 ) 、ABCB16 ( ATP-binding cassette B16 ) 、 了 PME30 
(pectin methylesterase 30)、 激 酶 AT1G34420 (leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 
family protein ) ~、 HAKI ( HDS-associated RLK1 ) ~、 PEPR2 ( PEPI receptor2 ) 、 
AT1GI12460 (leucine-rich repeat protein kinase family protein ) ~ ATIG24650 (leucine-rich 
repeat protein kinase family protein?) , FEI. ATIG49100 (leucine-rich repeat protein kinase 
family protein) (4: BO ， 推 测 ARnPRKA 可 能 参与 激素 调控 、 细 胞 死亡 、 非 生物 胁迫 应 
答 、 生 物 防 御 、 细 胞 壁 膨大 等 调控 过 程 。 


A 


B 
^ ^ A f 
AhPRKA 1 | 
sl | | | | | 3 
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 (bp) 
, ER eue 
生长 案 响 应 元 件 Auxin-responsive element Cis-acting regulatory element involved in light 
干旱 响应 的 MYB 结 合 位 点 EN cra 
位 E 
Nes binding site involved in drought-inducibility | ABA 响 应 顺 式 调控 元 件 
S Ss i CER "y Cis-acting element involved in the abscisic acid 
iam 光 响 应 元 件 Light responsive element SCEDODEIUGOCRS 
mm ` 
T 60 和 蛋 自 结合 位 点 60 K protein binding site 
MeJA 响 应 顺 式 调控 元 件 — 
Cis-acting regulatory element involved in the 
MeJA-responsiveness e m 


图 4 4hPRK4 启动 子 元 件 分 析 及 互 作 蛋白 分 析 
Fig.4 Promoter element analysis and interaction protein analysis of AhPRKA 


2.3 AhPRKA 激酶 域 克 隆 和 原核 表达 载体 构建 
LZH?’ IRAR cDNA 为 模板 ， 克 隆 到 4hPRK4 胞 内 域 片段 (4hPRK4-CD) (图 5: A), 
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序列 长 度 为 1 122 bp， 与 目的 片段 (LOC107470884) 序列 100% 同 源 。 连 接 ARPRKA-CD 片 
BURI pGEX-6p-1 载体 ， 获 得 重组 质粒 CARPRKA-CD-pGEX-6p-1) (图 5: B) 。 


A: M. Marker; 1. 扩 增产 物 。B: M. Marker; 
A: M.Marker; 1. Amplified products. B: M. Marker; 


A M 


2 000bp 一 > 
1000 bp —» 


1 B 


i 2000bp—* 


1，2，3. 质粒 样品 编号 。 


1, 2, 3. Plasmid sample number. 


5 PCR 扩 增 ARPRKA4-CD 片段 及 重组 质粒 电泳 检测 
Fig.5 PCR amplification of AhPRK4-CD fragment and detection of recombinant plasmid 


2.44 重组 蛋白 诱导 表达 和 纯化 
将 含有 4hPRK4-CD-pGEX-6p-1 重组 质粒 的 Rosetta 菌株 ， 在 16°C, 0.5 mmol L^! IPTG 
环境 中 培养 ， 在 约 71 kD 处 发 现 诱导 后 的 上 清 液 中 有 加 深 的 特异 性 条 带 ， 表 明 其 以 可 溶性 


的 形式 存在 于 上 清 液 中 (图 6) 。 


electrophoresis 


GST-AhPRK4-CD 重组 蛋白 用 Glutathione Sepharose 4B 填料 纯化 ， 在 结合 后 用 PBS 洗 
脱 ( 图 7: AO 无 明显 条 带 ， 表 明 层 析 柱 与 GST-AhPRK4-CD 重组 蛋白 结合 较 好 ， 后 经 


Elution buffer 7t li Ja 3) 
蛋白 已 成 功 纯 化 。 将 获得 的 GST-AhPRKA-CD 纯化 蛋白 


M. 蛋 


得 了 条 带 单一 旦 位 置 正确 的 目的 条 带 ， 表 明 GST-AhPRKA-CD 重组 


根据 携带 的 标签 蛋白 经 特异 性 GST 
— HIA, HEIT Western Blot 验证 (图 7: BO ， 可 以 发 现在 约 71 kD 处 出 现 清 晰 的 特异 性 
目的 条 带 ， 表 明 GST-AhPRK4-CD 重组 蛋白 纯化 效果 较 好 。 


marker; 1. 未 诱导 的 总 蛋 


; 2. 经 IPTG 诱导 后 的 总 缮 


裂解 液 沉淀 。 
M. Protein marker; 1. Total uninduced protein; 2. Total protein induced by IPTG; 3. IPTG-induced 


supernatant; 4. IPTG-induced percipitation. 


图 6 AhPRK4-CD 原核 表达 如 


RE 3. 诱导 后 裂解 液 上 清 ; 


E EI) SDS-PAGE 电泳 分 析 


4. 诱导 后 


Fig.6 SDS-PAGE electrophoresis analysis of prokaryotic expression of AhPRK4-CD 
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al 2 
- 30kD — MAE 


25 kD 一 ~ ANNI 


M. 蛋白 marker. A: 1. % IPTG 诱导 后 的 总 蛋白 ; 2. 诱导 后 裂解 液 上 清 ; 3. 流 穿 液 4, 5. PS 洗 脱 液 ， 6， 
7. 纯化 蛋白 样品 。B: 1 2. GST-AhPRK4-CD 纯化 蛋白 ; 3,4. GST 标签 蛋 
M. Protein marker. A: 1. Total protein induced by IPTG; 2. IPTG-induced supernatant; 3. Flowthrough; 4, 
5. Wash buffer; 6, 7. Purified protein. B: 1,2. GST-AhPRKA4-CD purified protein; 3,4. GST purified protein. 
Kl 7 GST-AhPRK4-CD 重组 蛋白 的 纯化 和 Western Blot 检测 
Fig.7 Purification and Western Blot analysis of GST-AhPRK4-CD recombinant protein 

2.5 重组 蛋白 体外 磷酸 化 检测 
将 纯化 的 GST-AhPRK4-CD 和 蛋白 进行 体外 磷酸 化 实验 ， 用 磷酸 化 抗体 检测 磷酸 化 水 平 ， 
用 GST 抗体 标定 上 样 水 平 。 由 图 8 可 知 ， 两 个 磷酸 化 抗体 旷 育 后 ， 均 能 在 目标 蛋白 位 置 处 
检测 到 条 带 ， 磷 酸化 苏 氮 酸 抗体 Canti-pT) 有 着 更 强 的 磷酸 化 信号 ， 磷 酸化 酷 氨 酸 抗体 
(anti-pY) 信号 较 弱 ， 表 明 该 蛋白 在 原核 诱导 的 过 程 中 已 经 发 生 了 磷酸 化 修饰 。 但 是 与 对 
照 组 相 比 ，ATP 处 理 并 未 使 得 条 带 有 加 深 的 现象 (图 8) , Hüzs AhPRK4-CD 蛋白 不 存在 
体外 自 磷 酸化 活性 。 


GST-AhPRK4-CD 
ATP M - E 


anti-GST e -— — ——À 


M. 蛋白 marker; -/ 十 表示 是 否 添加 ATP; anti-pY 表示 酷 氨 酸 磷酸 化 抗体 ，anti-pT 表示 苏 氨 酸 磷 酸化 抗体 ; 
anti-GST 表示 GST 标签 抗体 ， 和 蛋白 marker 处 蓝 色 条 带 表 示 70 kD 和 蛋白 位 置 。 
M. Protein marker; -/ 十 indicates whether ATP is added; anti-pY indicates phospho-tyrosine antibody; anti-pT 


indicates phospho-threonine/tyrosine antibody; anti-GST indicates GST-Tag mouse monoclonal antibody; The 
blue band of the marker indicates the location of 70 kD protein. 
图 8 GST-AhPRK4-CD 重组 蛋白 自 磷酸 化 检测 
Fig.8 auto-phosphorylation detection of GST-AhPRK4-CD recombinant protein 


3 讨论 


目前 对 PRK 家 族 在 胁迫 应 答 机 理 的 研究 还 未 见 系 统 的 报道 ， 仅 在 拟 南 芥 突变 体 prkl 
缺 水 处 理 下 发 现 ， 相 较 野 生 型 来 说 ， 该 突变 体会 积累 3.2 倍 的 且 所 酸 来 响应 低 水 量 胁迫 
CVerslues et al., 2014) 。 前 人 研究 也 表明 随 着 铝 处 理 浓 度 的 增加 和 铝 处 理 时 间 的 延长 ， 花 
生根 系 游 离 睛 握 酸 的 含量 整体 呈 递 增 的 趋势 〈 徐 芬 芬 等 ，2014) 。 我 们 在 对 铝 处 理 下 花生 
根 尖 ARPRKA 转录 水 平 的 检测 中 也 发 现 ARPRKA 是 一 个 铝 胁迫 响应 基因 ， 进 一 步 分析 
AhPRKA 的 表达 水 平 发 现 其 在 两 个 铝 耐 性 不 同 的 花生 品种 中 的 表达 模式 不 同 ， 在 不 同 铝 谊 
度 处 理 下 ，AhPRK4 表达 水 平均 显著 提高 ， 在 铝 处 理 8h 后 ， 在 耐 铝 品种 "99-1507' 中 的 表达 


上 调 更 强烈 ， 暗 示 ARPRKA 是 花生 耐 铝 相关 基因 ， 在 铝 胁迫 下 ，AhPRK4 是 否 与 AtPRKI1 
功能 类 似 而 与 应 激 且 氨 酸 之 间 有 关联 ?有待 进 一 步 研究 。 

AhPRK4 蛋白 与 其 他 物种 的 PRK 成 员 的 激酶 域 具有 较 高 的 同 源 性 ， 表 明 此 结构 域 在 不 
同 物种 PRK 以 及 同一 物种 不 同 PRK 成 员 的 保守 性 。 系 统 进化 树 中 ，AhPRK4 与 AtPRK4 
以 及 AtPRK1 在 同一 大 分 支 上 ， 具 有 较 近 的 亲缘 关系 ， 其 中 AtPRK4 与 AtNET2A HER i 
参与 微 管 运 动 来 调控 花粉 管 发 育 (Duckney et al., 2017) , AtPRKI 可 在 水 势 胁 迫 下 通过 肺 
氨 酸 响应 胁迫 (Verslues et al., 2014) ， 故 AhPRK4 也 可 能 参与 花粉 管 发 育 和 胁迫 中 。 以 
AhPRK4 的 拟 南 芥 同 源 蛋 白 AtPRK4 的 序列 在 拟 南 芥 数据 库 中 筛选 预测 AhPRK4 的 互 作 蛋 
白 ， 发 现 互 作 和 蛋白 中 以 各 类 型 激酶 最 多 ， 同 时 预测 AhPRK4 具有 磷酸 化 位 点 ， 故 AhPRK4 
可 能 以 磷酸 化 与 各 类 型 激酶 之 间 形 成 调控 网 络 。 在 预测 的 互 作 蛋 白 中 ， 部 分 蛋白 功能 已 有 
报道 ， 其 中 LMK1 调控 叶片 死亡 (Li etal., 2020) , HAKI 可 与 PBL27 蛋白 互 作 参与 HDS 
Cherbivore-derived danger) 防御 反应 (Uemura et al., 2020) , PEPR2 参与 BSCTV (Beet 
severe curly top virus) 病害 防御 (Zeng et al., 2020) ， 推 测 AhPRKA 在 胁迫 防御 中 起 作用 ， 
进一步 验证 其 互 作 蛋 白 对 探究 AhPRK4 在 铝 胁迫 中 的 响应 机 制 具 有 重要 意义 。 除 此 之 外 ， 
我 们 对 ARPRKA 基因 的 启动 子 元 件 进行 预测 ， 发 现 该 基因 启动 子 区 域 含有 生长 素 和 ABA 响 
应 元 件 。 已 有 研究 表明 生长 素 在 植物 铝 胁迫 响应 信和 号 传递 途径 中 发 挥 作用 ， 铝 胁迫 下 植物 
的 生长 素 在 根 尖 的 细胞 分 布 和 在 细胞 的 运输 可 能 会 受到 影响 ， 进 而 导致 根 长 受到 抑制 ( 吴 
道 铭 等 ，2014) ; 除 生长 素 外 ， 在 大 豆 铝 胁迫 与 ABA 试验 中 也 发 现 ， 大 豆 根 尖 内 源 ABA 
与 铝 处 理 时 间 和 铝 处 理 浓度 呈正 相关 关系 ， 并 且 ABA. 处 理 可 减少 铝 胁 迫 下 的 氧化 伤害 
(侯宁 宁 ，2009) 。 故 ABA 和 生长 素 是 否 也 调控 花生 铝 胁迫 ? 

AhPRK4 属于 LRR-II 类 受 体 蛋白 激酶 家 族 的 成 员 之 一 ， 具 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 域 ， 并 
经 预测 具有 磷酸 化 位 点 ， 为 了 验证 AhPRK4 可 发 生 磷 酸化 及 探究 AhPRK4 的 活性 ， 我 们 采 
用 原核 表达 和 亲 和 柱 层 析 的 方法 去 获得 AhPRK4-CD 重组 蛋白 来 探究 其 生物 功能 ， 在 蛋白 
诱导 过 程 中 ，16 °C 条 件 下 可 获得 较 好 的 诱导 效果 。 本 研究 已 成 功 诱导 并 纯化 得 到 GST- 
AhPRK4-CD 重组 蛋白 ， 体 外 磷酸 化 抗体 孵育 检测 AhPRK4-CD 重组 蛋白 可 以 发 生 磷酸 化 修 
饰 ， 但 在 酷 氨 酸 位 点 的 磷酸 化 修饰 水 平 极 低 ， 由 于 我 们 使 用 的 磷酸 化 苏 氨 酸 抗体 〈Cell 
Signaling Technology ，9381 ) 对 磷酸 化 丝氨酸 残 基 也 有 一 定 的 识别 能 力 ， 我 们 认为 
AhPRK4-CD 的 磷酸 化 修饰 主要 发 生 在 丝 / 苏 氨 酸 残 基 上 。 在 本 实验 中 ， 我 们 未 检测 到 
AhPRK4-CD 的 自 磷酸 化 活性 ， 一 方面 的 原因 可 能 是 AhPRK4 得 白 的 自 磷酸 化 活性 较 低 ， 
需要 采用 更 灵敏 的 检测 手段 ， 如 同位 素 标记 等 方法 来 进行 检测 ， 另 一 方面 ，AhPRK4 也 可 
能 是 一 种 需要 被 其 他 因子 磷酸 化 来 共同 发 挥 作 用 的 辅助 蛋白 ， 仍 需要 进一步 试验 探究 。 
4 结论 

本 研究 发 现 4hPRK4 为 铝 胁迫 应 答 基因 ， 该 基因 启动 子 区 域 含有 胁迫 激素 应 答 元 件 ， 
预测 的 互 作 蛋 白 也 可 在 胁迫 下 起 作用 。 在 此 基础 上 ， 采 用 原核 表达 的 技术 成 功 诱导 得 到 

ARE 


AhPRK4-CD 纯化 和 蛋白， 并 验证 其 可 以 发 生 磷酸 化 修饰 ， 为 探究 该 蛋白 在 花生 铝 胁迫 中 的 
调控 功能 莫 定 了 基础 。 
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